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ァ ロ ス テ リ ッ ク蛋 白と して 知ら れ る ヘ モ グ ロ ビ ン
(H b )は , 二 種の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る α2β2 四 量
体で あ る . こ の H b に 酸素が結合 し た場合 t H b の
三次, 四 次構造 が大 きく 変化する こ と が 知 ら れ て い
る . 異 名鏡間の 接触面 は , αlβト α1β2 と 2 ケ所存在
し , Ⅹ繰回 析 等の 研究 に より , 特 に αtβ2 接触面が Hb
に 酸 素 が つ く 靡大 き く変化す る こ と が 報告 さ れ て
い るl). ま た , こ の α 励 接触面に ア ミ ノ 酸 置換 を有
する異 常 H bで は . ア ロ ス テ リ ッ ク 蛋白 と し て の 協
同性に 変化を き た す も の が 多い こ と か ら , α1β2 接触
面は ヘ モ グ ロ ビ ン の 機能 に 重要な部位 で あ る こ と が わ
かる .
本研究で は , α 励 接触面 に ア ミ ノ 酸 置換 を 有 す る




H b C hesape ake (α292^ r&




, H b Ke mps ey (α2β,
99^9P . Ag n)8 )に つ
い て , 吸収 , お よ び 円偏光二色性 (C D) ス ペ ク ト ル
を測定し , こ れ らの H bに お い て , ア ミ ノ 酸 置換 が
ヘ ム の 電子状態 に ど の よう に 影響 して い るか に つ い て
検討 した . 又 , こ れ らの 異常 H b は, 強 力 な ァ ロ ス
テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ ー で あ る イ ノ ン ト ー ル ヘ キサ リ ン
酸 (I H P) に より 機能回復が み られ る が)10)l H P が
ス ペ ク ト ル 面に も大き く 影響 す る こ と が わ か っ た . ス
ペ ク ト ル 面か ら み た こ れ らの 異 常 H bの 構 造 と そ の
機能と の 関連性 に つ い て , Mo n od らの Tw o _State -
A bs orptio n Spectra and Circ ular D ichrois m
Model‖) に も とづ い て 議論し た .
実験材料及び方法
Ⅰ . 試 薬
〔bis(2- hydro xy ･ ethyl)i min o･tris (hydr o xy-
m ethyl)m etha n e , (bis ,tris と 省略) 及 び■I H P は
Sigm a 社の もの を用 い た .
Ⅱ . ヘ モ グ ロ ビ ン の諏製
正 常 ヒ ト 溶血液か ら遠心 (10,00r.p . m ‥ 25分) に
よ り ゴ ー ス ト を取 り除 い た 上澄を H b A と し て用 い
た . 異 常 H b を有す る患者赤血球 は , 生理 食塩水 で
洗 っ た 後 . 保 存液(40 % グリセ ロ ー ル , 0.04 M リン 酸
緩衝液 , PH 7.0) 申に 懸濁し , - 800cで 保存 した . 異
常 H b は, diethyl amin o ethyl (D E AE) セ ル
ロ
ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り H b A か
ら , 長井ら の 方法g)で 次の よ う に 分 離精製 し た . ま
ず t 保 存血球 を解凍後 , 水に 対し て 透析溶血 し , 遠心
に よ り ゴ ー ス ト を 除去 した . 上清 を セ フ ァ デ ッ ク ス G-
25に 適 し て0.01 Mトリ ス 緩衝液 , PH8 .3 に 交 換 し ,
同じ緩衝 液 で 平衡化 した D E A Eセ ル ロ ー ス (D E二
3 2･ W hatm a n) カ ラ ム に の せ , 0 か ら0.1 M食塩勾配
で H b A と分離し た . rib Aと 分離 の 容易 な H b
J Capeto w n , H b C hes ape ake は1.5×20c mの カ ラ
ム を
, 分 離 の 困 難 な H b Yakim a, Hb Ke mps ey
は1･5>(45c mの カ ラ ム を 用い た . 1 回の 分離に は . 約
40m g (赤血球量 に して 約2Inl) の ヘ モ グ ロ ビ ン を 用
Of H bJ Capeto wn, H bChes apeake, Hb
Yak im a a nd Hb Kempsey･ a nd Effects of InositoI He xapho sphate o nt ho s e Spe ctra
Ma chi ko Nishibu Ce ntr al Clinical Labo ratory, Kan a z aw a Univ ersity Hospital (Directo r
: Prof･ F･ Mats ubara) T he Fir st Departm e nt of Bioche mistry , (Director : Pr of. Y .
Yo n eyam a) School of Med icin e, Ka n azaw a Univ ersity.
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い た . H b Aの サ ブ ユ ニ ッ ト は Bu cci らの 方 法
…
で 分離調製 し た .
H bの 純度 は , dis c o ntin u o u spoIya c ryl ami de
ゲ ル 電気泳動 (平板 ゲ ル は0,076M ト リ スー ク エ ン 酸 緩
衝液 , pH 8.9で 調製 し , 泳動 に は0.3 Mホ ウ 酸緩衝液 ･
pH 8.2 を用 い る .) で 調 べ , H b A と異 な る 位置 に 単
一 バ ン ドを示す こ と で 確認 し た .
有機リ ン 酸塩 を 含ま ない H b(Strip ped H b) は ･
Be n e s ch ら
13) の 方法で 次の よ う に 調製 し た . 0.1M
NaClを含む0.05 M bis-tris 緩衝液 , PH7 . 0 で 平 衡
化 した セ フ ァ デ ッ ク スG-25カ ラ ム (1.5× 50c m)に H b
溶液 を約 2 ml (1.5m M) の せ , 室温で 約 5 時間か け
て 溶 出した .
H b濃度 は , H b溶液 (2 mi) に ピ ]) ジ ン (0. 8ml)
と 1 N NaO H(1.2ml) を 加え て 振塗し , 測 定 直前 に
少量 の ジ チ オ ナ イ ト (Na2S204) を 加え て ビ リ ジ ン へ
モ ク ロ ー ム に 変化さ せ . 557rl mの 吸光度 (ヘ ム の ミ リ
モ ル 分子吸光係数 , 34m M
~l
c m~1) より 求め た .
Ⅲ . ヘ モ グ ロ ビ ンの 酸素平衡
酸素平衡に よ る 日b の 横能の 測定 は , 杉 田 ら の 分
光学的方法㈹ に より , 日立分光光度計E PS-2 型を用 い
て 25
0
cで 行 な っ た . 機能測定 に は50J上M H b(ヘ ム と し
て) を用 い , de o xy gen atio n は 1c m light path
の セ ル 付 ッ ン ベ ル グ管で . Q ガ ス (ヘ リ ウ ム ーイ ソ
ブ タ ン , 9 9.05:0.95) を 時々 フ ラ ッ シ ュ し なが ら 吸
引 して 行な っ た . 酸素親和性の 高い Hb の 場合 は ,Q
ガ ス フ ラ ッ シ ュ だ け で は完全 に deo xy ge n atio n し
に く い の で . 少量 の 水素化ホ ウ素 ナ トリ ウ ム(N象B H▲)
を加え た . 旧P 存在下で pH7.5 以下 の 場 合 ,
一 気
圧 の 空気 (20 %酸素) で ほ 完全 に 0 Ⅹy H b に な り に
く い の で . 100 %酸素 ガ ス を 用い た .
Ⅳ . ヘ モ グ ロ ビ ン の 分光学的測定
吸収 ス ペ ク ト ル は , Ca ry Model1 4自記分光光度
計 を用 い . C D ス ペ ク ト ル は JA S C OJ
-20自 記旋光
分散計 を 剛 ､て25
0
cで 測定し た . C D ス ペ ク ト ル の 標
準物 質 と し て は , d-10 ca mpho r sulfo nic a cid
(290n mで eR
-
eL = 2 .2 M
-1
c m~1) を 用い た . Hbの C D
ス ペ ク トル の モ ル 楕円率 (β) は , ヘ ム 当 り . deg
. c m
2/drn oleで あ らわ し た . 吸収 の 微 分 ス ペ ク ト ル
は . 日 立356ニ 波長分光光度計 を用い て , 』ス = 1 n m
で 長波長側か ら 測定 し た . de o xy ge n atio n は 機 能
の 測定の 時 と同様に行 な っ た .
I H P を添加 した Hb とstrip ped H b問の 差 ス ペ
ク ト ル は , Unio n S M 401型分光光度計で 次 の よ
う に 測定 し た . まず . stripped H b の ス ペ ク ト ル
を10回 く り返 し 測定 し , 得 られ た デ ー タ を 直結 し た コ
部
ン ピ ュ ー タ ー に 加算記憶さ せ る . 次 に . 同じ H b 溶
液 に 1 m M I H P を加え て か ら , (PH 7.0に 調整 し た10
m M I H P溶 液 の 一 定量 を乾固 した もの を 溶解 す る .)
再 び10 回 く り返 L て ス ペ ク ト ル を測定 し , コ ン ピ ュ ー
タ ー で 差を 演算さ せ 求め た .
Ⅴ . デ ー タ処理
So r et 甫 の CD の モ ル 楕円率(0) と ア ロ ス テ リ
ッ ク 定数 (L)と の 関係 は , 電子計算機 F A C O MF230
-35型 を 用い て . 非 線形最小二乗最適化法 に も とづ き
解 析 L た.
実 験 結 果
Ⅰ . 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の 吸収 . C D ス ペ ク トル
四 種の alβ2 接触面 ア ミ ノ 酸変異 H b の So I･et
帯 t 可視部 に お け る吸 収 , CD ス ペ ク ト ル を 測定 し ,
H b Aの ス ペ ク ト ル と 比較し た .
0Ⅹy 型 ス ペ ク ト ル は , す べ て の 異常 H b とも H b
A の ス ペ ク ト ル と大 き な差 はみ られ な か っ た . 従 っ
て . ア ミ ノ 酸置換に よ る ヘ ム の 電子状態 へ の 影響 は .
o xy 型 で は非 常に 小さ い と思 われ る .
de o xy 型 で は , 機能異常 の 著 し い H b Yakim a,
H b Ke mps ey に 大き な ス ペ ク ト ル 変化が み ら れ , 機
能 異 常の 程度が小さ い H b C he s apeake や H bJ
Capeto w n で は . あ ま り 変化が み ら れ な か っ た . 図
1 に H b Yakim a 及 び H b Ke mpsey の吸収 , C D
ス ペ ク ト ル を 示す . こ の 図に 明 らか な よ う に , 0 Ⅹy
型 で は C D で 僅か な変化が み ら れ る の みで , 吸収,
CD と も ば ば H b Aの ス ペ ク ト ル に 一 致し た . L か
し , de o xy 型 で は 吸収 , C D と もに 変化 は 大き い
そ の 主 な 変化は .
1 . So r et 帯の 吸収強度の 低下 (H b Yakim a でIO
% . H b Ke mps ey で1 2 %), C D の 楕 円率 の 低下
(H b Yakim a で 21 %, Iib Ke mps ey で26 %)
2 . So r et 帯 CD の 正 の 極大値の r ed shift( 2 n m)
3 , 可 視部 に お け る吸 収強度の 低 下 ( 約4 %)C D鯖
円率の 低 下 ( 約22 % )
4 . 可視部 の 吸収極大 の r ed shift (1n-･､2n m)
5 . 吸 収 . C D と もに585n m付近 に 存在す る 肩の消失
で あ っ た .
可視 部吸 収 ス ペ ク ト ル の r ed shift の 大き さ ･
肩 の 成分 の 有無 を更 に 詳し く 検討 す る為 に , de o x)
'
型 H b Yakim a と H b Ke mpsey の 微分ス ペ ク ト
ル を 測定 し . de o xy Hb A と比較 し た (図2 ). H b
A よ り 調製 し た α , β サ ブ ユ ニ ッ ト の 微分 ス ペ ク ト
ル も . 対照 と し て 測定 し た . α鎖 とβ鏡問 の 微分 ス
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図1 . Hb Yakim a, H b Ke mpsey と H b A の吸収
(A). C D ス ペ ク トル (B)
- - - - - -- - - 〔.)Ⅹy 型 rib A;
つXy 型 H b Yakim a と Ⅰ･1 b Ke mps ey
de o xy 型 Hb A:
de o xy 型 H b Yakim a;
de o xy 型 H b Ke mps ey.
可 視 郎 (475→625n m) は H b濃度 . 100iLM (he m e)
で10m mの セ ル を t So r et 帯 (375-47 5n rn) は H b
濃 度5仙 Mで 2 m mの セ ル を用 い た .




ベ ク ト ル の 相遵は 僅か で はあ るが 存在す る が , こ こ で
は . 雨 ス ペ ク ト ル の 平均 を示 した ･ 吸収 ス
ペ ク ト ル の
吸 収極大 の 位置 は ,
山 次微分す る と 0点 を通 る点と な
り , 又 , 肩の 成分の 有無 は ･ 微分 ス ペ ク ト ル 中に 屈 曲
点が あ るか どう か で 判断す る こ とが で き る ･ 図か ら0
点 を 横切 る位置 は ･ Hb A 555n m▼ Hb Yakim a
556nm . H b Ke mps ey 557n m･ 及び サ ブ ユ ニ ッ ト560
n m とな る . 又 . 5 80n m付近 に み られ る屈曲点は い ず
れ の 場合 も は っ き り 認 め ら れ , 肩 の 成分の 存在 は確実
で あ る . 扁の 位 置は H b A と H bYakim a は ほ
ぼ 同 じで 580n m , = b Ke mps ey で は583n m ･ サ ブ
ユ ニ ッ ト は585n rnと な り t H b Ke mps ey と
サ ブ ユ
ニ ッ ト で は H b Aに く ら ベ r ed sh ift し て い た ･
従 っ て . H b Yakim a- H b Ke mps ey 及 び サ ブ
ユ
ニ ッ ト で585n m付近の 肩が は っ き り 認 め ら れ な い の
は . 55 5n m付近 の r ed shift･ 580n m付 近 の 吸 収強
度の 増加 . 肩の 位 置の r ed shift 及 び6 0 0n m付 近
の 吸 収強度の 低下が重なり あ っ た結果と雇わ れ る ･
図 3 で は . de o xy 型の H b Ke mps ey の C D ス
ペ ク ト ル を H b A 及び サ ブ ユ
ニ
ッ トと 比較し た ･ こ
の 図 に み る よう に , H b Ke mps ey の ス ペ ク ト ル の
形 は H bA の それ と は大き く変 化 し , So r et 帯 の
正 の 極大の 減少 , 及 び r ed shift. 可視 部 の 楕 円率
部
の 低下 ∴肩 の 消失等の 特徴 は , む し ろ 協同性 を示さな
い サ ブ ユ ニ ッ ト の ス ペ ク ト ル に 似て い る .
以 上 の こ と か ら . ア ミ ノ 酸置換 に よ る協同性の 低下
は . ヘ ム の 電子状態が大き く 変化 し た こ と に 起因して
い る こ と が 示唆 さ れ る .
Ⅲ . 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の機能 に対する IB P の効果
著者 らは . 先 に H bYak im a 及 び H b Ke mpsey
の 機能回復 に I HP が著 しい 効果 を も つ こ と を 示し た
9)
. H b C he sape ake に 対す る I H Pの 効果 に つ い て
は , 今 井の 報告 川)が あ る . 著者 は上に 述 べ た異常 トIb
の ス ペ ク ト ル に 対 して . I H Pが どの よう な 効果 を示
すか を 調 べ る に 際して , 同 一 条件下 で そ れぞ れ の H b
の 槻能 に 対す る I HP の 効果 に つ い て 調 べ た ･ 異常
H b の 他 に . 対 照と し て H b A とそ の サ ブ ユ ニ ッ ト
に つ い て も調 べ た .
表 1 に 示す よう に , H b Yakim a と H b Kemp･
s ey は サ ブ ユ ニ ッ ト に 近 い 酸素親和性 を示 し . Hi11
の n も ほ ぼ 1 に 近 く協同性 は な い . 一 方 , H bJ
Capeto w nは 酸素親和性 も Hillの n も は ぼ H b
A の そ れ に 近く , 機能異常の 程度 が′トさ い こ と がわ
か る . H b Ches ape ake は H b A とサ ブ ユ ニ ッ ト
の 中間的な酸素親和性 を示し , 又 ､ H illの n も1.2
と 小 さ い が 有意に 存在す る ･
500 5 20 5 40 56 0 5 8 0 6 0 0 6 2 0
入 (n m)
図 2 . de o xy 型 H b A. H b Yakim a, H b Ke mps ey
及 びサ ブ ユ ニ ッ トの 微分ス ペ ク トル
H b濃度 , 100fLM (he m e) で セ ル の 1ight path
は10m m . 0 .1M リ ン 酸緩衝液 , PH7.0 , 25
O
cで 測 定 .
ん"Å2= 1n mに と り , 長波長側か ら ス ペ ク ト ル を と っ
た .
α1β2 接触面ア ミ ノ 酸変異 ヘ モ グロ ビ ン の 吸収 と C D
こ れ ら の 異 常 H bに 対し て , I H P は その 酸素親和
性を著し く低 下 (m mHgに して 5 ～ 8倍) さ せ . 同
時 に Hillの n を 増加さ せ る ･ し か し . 酸 素 親和
性も Hiu の n も H b Aの 値迄に 完全に 回復 し て
は い ない . 真 常 H b の 高 い 酸素規相性 と Hillの
n の 低 下は , ア ワス テ リ ッ ク平衡が ア ミ ノ 酸 置換 に
ょ っ て 極端に R state 側に 移行 し た こ と に よ る と
0
383
考え ると , こ れ に 対す る IH Pの 効果は , ア ロ ス テ リ
ッ ク 平衡の T state 側 へ の 平衡 の 移動 に よ る と 考
え られ る ･ そ の R - T の 平衡定数 Lを E delstein ら
の 式刑 を 用い ･ KR (サ ブ ユ ニ ッ トの 酸素親和性) を
0･4m mHgと し
g)
･ H bの P50(50 %酸素飽和 を示す酸
素分圧) か ら計算す る と , 表 1に 示した よう に な る .
Ⅲ . I B P に よる異常 ヘ モ グロ ビ ンの 吸収, C D ス ぺ










入 ( n m )
図 3 ･ de o xy 型 H b A, E b Ee mps ey, 及 びサ ブ ユ ニ ッ トの C I)ス ペ ク トル の 比較
測定条件は図 1 に 同じ, サ ブ ユ ニ ッ トの α 鎖とβ鎖 は異 な っ た CD ス ペ ク ト ル を与 えるの で 2t)
こ こ で は各波長に お ける両鎖の 平均値 を示 した .
蓑 1 . ヘ モ グ ロ ビ ン の機能に 及ぼ す I H P の効 果
He m oglob in
Hb A
rIbJ Capeto w n
H b C he s ape ake
H b Yakim a
H b Ke mps ey
≡ α C haiIl
β Chain
Affinity (P5｡) A 1lo ste ric Con sta nt
m mHg L
‡P 2.7 5 4
3.3×104
i P 2.6 54.0
3.3×108
i P 2.2 3 0
4 .1Xl.0
8
‡P 2.4 19:5 5.7×1 0
6
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I P 1.∩ (〕.25
I P 1
.0 ().25
50FL M Stripped H b(0 . 05M bis-tris, pH 7.0, 0.1 M NaC l) を用い , 加 えた I H Pは終濃度 1m M
で ある . Affinity (P 50) は50% H b O2 を与 える時の 酸素分圧 (m mHg), A lloste ric Co n sta nt のL は
E delstein ら15)の 式に も と づき L = (H bの P50/ サ ブユ ニ ッ トのP5O)





1 . de o xy H b に お け る吸収 , CD ス ペ ク ト ル の
変 化
可視部 や So r et 帯に お い て , も と も と H b Aの
ス ペ ク ト ル と あ ま り差の な い H bl Capeto w n, H b
C he sape ake で は . I HP を添加す る こ と に よ っ て の
ス ペ ク ト ル 変化 は殆ん ど見 ら れ なか っ た ･ しか し ･H b
A の 吸 収 . C D ス ペ ク トル と 異な っ た ス ペ ク ト ル
を 与え る H b Yakim a, H b Ke mps ey で は , IHP
の 添加 に よ っ て 大き く変化 し , H b Aに 近 い ス ペ ク
ト ル を与 え る よう に な っ た (図 4)･ I H P添加 に よ る
部
H b Yakim a, H b Ke mps ey の ス ペ ク ト ル 変化 を 要
約す る と , 次の よ う に な る .
1)So ret 幕 で の 吸収 強度 の 増加 , C Dの 正 の 極大
の 楕円率の 増加 , 及び 極大値の blu e shift(435n m
か ら433n m へ )
2) 可視部に お け る吸収極大 の 位置 の blu e shift
な ら び に 吸収強度の 増加, 585n m付近 に 肩の 出現 .
3)可視部 C Dの 正の 極大の 楕円率 の 増プ肌 585
D m付近 に 明瞭な肩 の 出現 .
以 上述 べ た よう に , So r et 罵及 び 可視部 に お ける
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入 ( n m)
図4 . de o xy H b Yakim a の I H P に よ る 吸収
(A), C Dス ペ ク トル (B) の 変化
緩衝液 は0.1M NaCl含有 の0.05M bis･tris, PH7.0 を
用 い , 他の 条件 は図1 に 同じ . 加え た I H P は終濃度
1 mM .
α1β2 接触面 ア ミ ノ 酸 変異 ヘ モ グ ロ ビ ン の 吸収 と C D
よ る ス ペ ク ト ル 変化 は ･ 主 に de o xy 型で 顕 著 で あ
っ た . 表2 に I H P が存在す る場合と し な い 場合 の 吸
収極大の 位置 ･ 分子吸 光係 数 C Dの 極大 の 位 置 , モ
ル 楕円率 を示 した .
2 . 可 視部 に お け る IH P差 ス ペ ク ト ル
IliPに よる 吸 収 ス ペ ク ト ル の 変化 は o xy 型 H b
で も見 られ る ･ 図5 に 可視部に お け る o xy 型. de_
0 Ⅹy 型 の 各 H b の I H P差 ス ペ ク トル を 示 し た . o xy
型 で はそ の 変化 は トIb A で 最 も 顕著 で , 次 に
Hb J Capeto w nで , 酸素親和性の 高い H b C he_
Sapeake･ H b Yakim a, Hb Ke mps ey で は そ の 変
化は小さか っ た ･ H b Aに ‡H Pを 加え る と , 1 気 圧
空気 ( 20 %酸素) の 条件で は , 部分的酸素離脱が起 こ
る こ とが 報告 さ れ て い る の で 柑). こ こ で は100% 酸素
の 条件 で 測定し た ･ 100%酸素下で は , 低温 ス ペ ク ト
ル ロ)と 一 致す る の で , 酸素の 離脱 は な い と 考 え て よ
い
･ 従 っ て . 図 5 に 示さ れ た 差ス ペ ク ト ル は , I HP
に より ヘ ム の 電子 状態が変 っ た こ と に よ る ス ペ ク ト ル
変化と 見 る こ と が で き る .
一 方 , de o xy 型 で は o xy 撃と は 逆に H b Yaki_
m a. H b Ke mps eY で IH P を加 え た こ と に よ り ,
著しい ス ペ ク ト ル 変化が み られ た . しか し , H b A, 及
385
び 機能変化 の 小 さ い 異常 =b で ほ , fH Pに よ る ス ペ
ク ト ル 変化 は殆ん ど なか っ た
.
考 察
Sor et 乳 可 視領域 の 吸収 , CDス ペ ク ト ル は , ヘ
ム の 電子状帯 与知る有力 な手段で あ る が , 特ド後者で
は ･ さ らに ヘ ム の 立体化学的情報が反映さ れ る こ と が
知 ら れ て い る ･ 単組 した サ ブ ユ ニ ッ ト の 0Ⅹy . de o xy
型 ス ペ ク ト ル は ･ 拘束の な い 場合の ヘ ム の 電子状態 を
表 わ し て い る と思 わ れ る ･ サ ブ ユ ニ ッ トを再結合 させ
た 場合の 大 き な ス ペ ク ト ル 変化は , α . β鎖 問 に 相 互
作用が働き ･ そ の 蛋白横道が変化 して ヘ ム の 電子状態
に 影響 を与え た結果と考え ら れ る
･ サ ブ ユ ニ ッ ト とα2
β必 量体 と し て の H bA の 間 に み ら れる ス ペ ク ト ル
の 相違 は , 特 にC Dで 著し い ･ 又 , 異常 R bに み ら れ
るCDス ペ ク ト ル の 変化も特 に de o xy 型 の S｡ r et
帯で 大 き い こ と か らt その 正の 極大 の モ ル 楕円率と機
能と の 間 に 相関関係が み ら れ る か ど う か . Mo n od
らの T w oNState - Model7‖ に も とづ い て 検討 した .
今 t de o xy 型で R state の モ ル楕 円率を 〔OR〕 ,
T state の モ ル 楕 円率を 〔OT〕 と し , あ る de o xy
型 の H b の ス ペ ク トル 〔β〕 は , 〔鮎〕 と 〔飢〕 の 平
蓑 2 ･ de o xy 型 円b の副 文 ( 極大の位置と分子吸光係数)とC D( 極大の位置と モル楕円率)
の玉田P によ る変化 .
l
A bso rptioh Ba nd C D Ba nd
em Og O ln
【 M a x(n m)
円
∈ × 10づ Ma x(nm) β ×10【3
‖
-I H P 430
‖
141 r 亜3 173
偏
十Ⅰ 肝書芸昌 13,3 55 11.114(.) 433 17513.4 55 11.5
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衡 に あ る とす る ･ 又 ･ de o xy Hb で R state と
T
state の 割合を そ れぞ れ 〔R〕･ 〔T〕 と す る と ･ 〔0〕
は その 〔R〕, 〔T〕 の 寄与 に より 次の 式で あ ら わ さ れ
る .
〔β〕= 頂 鮎 〔β い 淋 〔βT〕 ‥ ‥ ‥ ①
こ こ で ･ 齢 = L (alo ste ric c o n sta nt)
〔郎 = Tk〔摘 十Tk〔針づ … … … … … …
･ ‥ ②
と な る . 図 6 に 各= bの 〔別 の 実測値 を縦軸 に , 酸 素
平衡か ら求め た 1 十Lの 値を 横軸 に プ
ロ
ッ ト した ･ 次
に コ ン ピ ュ ー タ
ー で こ の 各点の 誤差が最小 と な る〔βRl




`と な る . こ の 〔飢〕 の 値 は ▼ α ･ β両 サ ブ ユ ニ
ッ トの 算術平均か ら の8･0× 10 切値 より は か な り 高 く
な っ た . こ の こ と は , de o xy 型 で の R状態 はa鋭 とβ
鎖 の 単な る 混 合体 と は異な る こ と を意味す る ･ 又 t 求




円率 と ほ ぼ 一 致 す る .
以 上述 べ た よ う に , 異常H bの 〔∂〕 とL との 間に よ
い 相関関係が あ る こ と が わ か っ た ･ 従 っ て t I H Pを加
え た時 の 〔∂〕 の 変化 はR-T間の 平衡▼ 即 ち , L が大
き く 変化 し た こ と に よ る と 考え られ る ･ 既 に 報告さ れ
て い る異 常H bの H b Rainie r
18)




t9)や H bA の C 末端 を カ ル ポ キ シペ プチ
ダ ー ゼ Aで 処理 し たH b
20)21)
, の So r et 帯 の 〔0 ｣ の
値 と . 各H bの 酸 素平 衡か ら求 め た1 + Lの 値を図の 上
に プ ロ ッ ト す ると , ほ ぼ こ の 曲線上 に の る ･ 従 っ て ,
こ の 〔β〕 と Lの 相関関係 は , こ こ で 用 い たαlβ2接触
面変異 H b の み な らず 他の 異常 H b
一 般 に もあ て は
ま る こ と が わ か っ た . こ の So r et 帯 の C D は,
Hs u22)ら に よれ ば ポ ル フ ィ リ ン の 汀が 遷 移 と 周囲 の 蛋
白部分 の 芳香族 ア ミ ノ 酸 との 相互作用 に よ ると い われ
て い る の で , 蛋白の 高次構造の 変化が よ り敏感 に 反映
さ れ る の で あ ろ う . こ こ で は , So r et 寄 C Dの 正の
極 大値 〔β〕 の 変化の み で 機能 と の 関 係 を 議論 し た
が , 更 に So r et 帯の 吸 収 ス ペ ク ト ル や . 可 視 軌 こ
み ら れ る異常H bの 吸収 , C Dス ペ ク ト ル の 変化も同 じ
b)De o xyH b
52 0 540 560 580 6 0 0
入 くn m)
52 0 5 40 56 0 58 0 60 0
図 5 . 可視 に お ける ⅠⅢP 差 ス ペ ク トル
H b濃度50〟M t 他 の 条件 は図 4に 同 じ .
(a)H b A, (b)H bl Capeto w n,(C)IibChe s ape ake t
(d)H b Yakim a, (e)[Ib Ke mps ey ･
αlβ2 接触面ア ミ ノ 酸変異 ヘ モ グ ロ ビ ン の 吸収と C D
よ う に 説明さ れ る ･ す な わ ち ･ あ るR型 の ス ペ ク ト ル
と . H bA に 近似 さ れ るT型の ス ペ ク ト ル が あ り , 毘
常 Hb はその 機能異常の 程 度に よ っ て R 型 (極端 に
は サ ブ ユ
ニ
ッ ト の ス ペ ク ト ル) に 近ずい た り ･ T型 と
ぁま り変 ら なか っ た り , 又 は その 中問的な ス ペ ク ト ル
を示す も の と考え られ る ･
次に . 可視部 に み られ た 0Ⅹy型及 びdeo xy型で のIH
P 差ス ペ ク ト ル に つ い て 議論 す る . Mo Tl Od ら の
Tw o･State -Model に よれ ば . 0 Ⅹy 型 (リ ガ ン ド タ
イプ) H bに お い て もR
- T平衡は 存在す る ▲ 従 7 て 図
5に み られ た 0 Ⅹy 型 で はH b A, 及 び正常 に 近い 機
能を示す 異 常 Hb (HbJ Capeto w n) で の I H Pに
ょる ス ペ ク ト ル 変化 は , 平衡がI H Pに より幾 分丁側 に
shift す る こ と に 起因す る と考え られ る . 酸素親和性
の 著し く 高い 異 常 H b ( Hb Yakim a､ Hb Kem ps ey)
で は , そ の 平 衡 は R 側 に 極端 に片寄 っ て い る と 考
え ると , IH P を加え て も T c o nfo r m atio n を と る
迄 に 至 ら な い の で 差 ス ペ ク ト ル は 小 さ い . 一 方 .
de o xy 型で は Hb A 及 び酸素親和性 の そ れ 程高 く
ない 異 常 Hb に お い て は , Rノr平衡 は 殆 ん ど T側 に
片寄り , Hb の 殆ん ど は T c o nfo r m atio n をと る .
従 っ て , そ れ に 更 に I H P を加 え て も そ れ 以 上 の
c o nfo r m atio n 変化 は起 こ ら な い の で あ ろ う . し か
し , 機能変化の 著 し い Hb Yakim a, H bKe mps ey
で は . .
de o xy 塑 に な っ て R
ノr平衡が や や T側 に 移
行して も依然と し て T c o nfo r m atio n が と れ な い
と 考え られ る . そ こ に I H Pを 加え る と大幅 に T側 に
平衡が 移動 し . R か ら T c o nfo r m atio n に 変化し ,
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そ の 変化が 差 ス ペ ク ト ル に あ ら わ れた と 考え る とよ く
説明が つ く .
Re r utz らt), や Pulsin elli23)は X繰 回折 に よ り .
H b Yak im a, Hb Ke mps ey は H b Aで de o xy
型 を 安定化す る と 考え られ る 水素結合 が . そ の 部位
(β99)の ア ミ ノ 酸置換 に より で き に く い こ と を 示唆
し て い る ■ 従 っ て . de o xy型に お ける H b Yakim a,
H b Ke mps ey の Hb A との ス ペ ク ト ル の 相 違 は
そ れ を 反 映し て い る の で あ ろう . 又 , ‡H P を加 え た
こ と に よ り . H b Yakim a と H b Ke mps ey の 酸
素親和性 は著し く減少 し , H illの nが 増大 し , 協 同 性
を 回 復し て い る こ と を考え る と , I H Pに よ る ス ペ ク
ト ル 変 化 は , de o xy Hb Yakim a, H b Ke mps ey
が I H P と結合し た こ と に よ り , その 高次構造が よ り
正 常の Hb に 近ず い た為と考 え られ る .
一 方 , H b C hes ape ake や H bJ Capeto wn の I H P
を 加え な い 時の 吸収 . C D ス ペ ク ト ル は , 共に Hb
A と く らべ て 大き な相違 はな い . し か し , IH P を加
え た こ と に よ る0 Ⅹy型の 差 ス ペ ク ト ル はH b A と異 な
り ･ こ の こ と は H b C he s ape ake , H bJ Capeto w n
の H b Aに く ら べ 酸素親和性が高く . Hiuの nが や
や 低 下 し て い ると い う 機能異常を反映して い る と 思わ
れ る .
結 論
αlβ2接触面 に ア ミ ノ 酸変異 を有し , 機能異常 を伴 う
異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン (H b), H bJCapeto w n(a2g2r^B
→ G(u
β2). H b C he s ape ake (α2
92^rB→ Leuβ2), H b Yak im a
t 2 3 4 5 6 7 8
Log (曇+ L)
図6 ･ de o xy 型 E b の So r et 帯に おける モ ル 楕 円





), H b Ke mps ey (α2β299^
Ip
~ Aln) に つ い
こ , 3 50n mか ら650n mの 波長域の 吸収 , 円偏光二 色性
(C D) ス ペ ク ト ル を測定 し次の 結果を得た ･
1 . o xy型 Hb で は , い ず れ の 異常 Hb も H b A
と比 べ て 吸収 , C D共に 大 き な ス ペ ク ト ル の 差は な か
っ た .
2 , de o xy型 H bで は , H b J Capeto w n, H b
C he s ape ake で Hb A と比 べ て ス ペ ク ト ル の 差 は な
い が , H b Yakima, H b Ke mps ey で 次 の 点 に 大
き な ス ペ ク ト ル の .変化が み ら れ た .
1). So r et 帯に お ける吸 収強度の 低下 (10% 減少),
C D の 正の 極大の red shift (2n m) . 楕円率の低下
(25% 減少)
2). 可視部 の 555n m の 吸収極大の red shift (1-
2n m), 吸収 強度及び楕円率の 低下, 585n m に み ら
れ る肩の 消失 .
3 . 強力な ア ロ ス テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ ー で あ る イノ
シ ト ー ル ヘ キ サ リ ン 酸 (I H P) が 吸収 , C Dス ペ ク ト
ル に 与え る効果 に つ い て 調 べ た . そ の 結果 ･
1). 0 Ⅹy 型 H bの IHP 差 ス ペ ク トル で は . fIbA
と11bJ Capetow n に I H Pに よ る大き な変化が み
ら れ たが, 他の 異常 H bで は変化が小さ か っ た .
2). de o xy 塑 H bで は , O Xy 塾の 時と 逆に H b
Yakim a, H b Kernps ey に InP に よ る大 き な ス ペ
ク トル 変化が み られ た が, H bA で は変化が なか っ
た t I H Pに よる ス ペ ク トル 変化 に よ っ て , H b Ya-
kim a, H b Ke mpsey の ス ペ ク トル 異常 は解消 し 一
日b Aの ス ペ ク トル に 近く な っ た .
4 . 同 一 条件で 上記 の 異常H bの 機能を 測 定 し , そ
の 機能 に 及 ぼす I H Pの 影響 に つ い て 調 べ , 異常 l-Ib
の 吸 収 . C Dス ペ ク ト ル . 及 び そ れ ら に 対す る ‖1P
の 効果と 機能 と の 関連性 に つ い て , Mo n od らの
T w o･State･Model に もと づ い て 議論し た .
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A bs t r a ct
T he abs o rptio n spectr aand･Circ ula rdichrois m(C D)of abn orm al he m oglobins
W e r e m e aS u r ed o v erthe r ange of 3 50to 6 50n m･ A bn o r m al he m oglobins, HbJ
Capeto w n (α292Arg
4 GL uβ2), H b C hes apeake(a292Ar g. Leuβ2), H b Yakim a(a 2β2g9Asp → His)a nd
H b Ke mpsey (α2β299Asp
. Asn)･ in which amin o acids at α1 β2 C O ntaCt Wer e
S ubstituted･ We r e u S edin the pres e nte xperim e nts.
l ･ In the o xy ge n ated state, the abs o rlptio n a nd C Dspe ctr a of thes e abn o r m al
he m oglobins didn ot sho w a ny large differe n c esfro mtho s e of Hb Ain the all
SPeCtralr egio n s m eas u red.
2･ In the de oxy ge n ated for m s･ the spe ctra of H b Ches apeake and H bJCapeto wn
We r e n Ot V ery differe ntfr o mt ho s e of Hb A, While the spe ctr a of H b Yakim a a nd H b
Ke mpsey differ ed m a rkedlyfr o mtho se of H bA asfollo ws;
1) T he abs o rptio n m axim u m at So ret ba nd w a sde cr ea sed (1 0%). The po sitive
extre m u m of C Dat So ret ba nd w as r edshifted(2 n m), a ndthe molarellipticity w as
gre atly decr eas ed(25%).
2)The abs o [Ptio n m axim u m at 55 5n m w as r edshifted(1- 2 n m). The maxim u m of
abs o rptio na nd C Dspe ctra ar o u nd 5 55n m w asdec re as ed. A sho ulde r at 585 n m of
H b Ac o ul dn otbefo u ndin the spectra of = b Yakim a and H b Ke mp s ey.
3･ T he effects ofin ositol he x aphosphate (Ⅰ= P) o n abs o rptio n an d C Dspectr a of
he m oglobins w e re m e asu red.
1) Inthe o xy genated fo r m s
･
1a rge spectral cha ngesdu eto IH Pw ere show nin Hb A
a nd HbJ Capeto w n･ but s m all spectr al changes w e r efou nd in H b Ches ape ake, Hb
Yakim a a nd H b Ke mpsey.
2) Con v ers ely, in the de o xyge n atedfo r m s. large spe ctral ch angeSdue to IH Pw er e
Sho w nin both H bYakim a a nd H b Ke mps ey, but n o ap par antChangesfo undin H b
A･ H bJCapeto w n and H b Ches ape ake.
4 ･ T he o xy ge nequilibriu m ofabn o r m alhe m oglobin s a nd the effe cts oflHPo nthe se
fu n ction s w e re meas u red･ The c o r relation sbetw e en spectr a a nd fu n ctio n oft he se
abn o r m alhem oglobins w e r edisc uss ed ac c ordlngtO Tw o･State- Model by Mo n od, et
al‥
